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[Abstract]  A IM: To exp lo re the cond itions o f so lid-
phase screen ing phage antibody lib ra ry and to p rov ide the
expe rmi en ta l basis fo r the design o f screen ing pro jec.t
METHOD S: D ive rse an tibod ies inc lud ing HEV NE2-specific
and non-specific human ized phage an tibod ies were used to
study the screen ing cond itions, such as the b ind ing tmi e o f
phage antibod ies to an tigen, the concen tration o f coating
an tigen, the wash ing tmi es and e lu tionm e thod. RESULTS:
The best b ind ing tmi e o f positive phage an tibody to an tigen
w as 1 m in. The h ighest positive ra te o f screen ing was ob-
ta ined under the conditions o fw ash ing fo r20 to 30 tmi es and
pH va lue of the wash ing so lu tion be ing 5. The concen tration
o f the coa ting an tigen had no obvious in fluence on the pos-i
tive ra te o f screen ing. H ighe r pos itive ra te was ob ta ined by
us ing 10 mg/L antigen to compe titive ly e lu te for 1 h. CON-
CLU SION: So lid-phase screen ing o f the phage an tibody l-i
b ra ry is a very com p lex process, in wh ich the re a re c lose
re la tionsh ip be tween the cond itions, there fo re, app ropria te
read justment should be m ade fo r screening cond itions ac-
cord ing to concre te cond itions.
[ Keywords] phage an tibody libra ry; so lid-phase screen-
ing; screen ing cond ition
[摘 要 ]  目的: 探讨噬菌体抗体库的固相筛选条件, 为筛选




菌体抗体与抗原反应 1 m in, 就可较好结合, 洗涤次数为 20~
30次、洗涤液的 pH为 5时, 筛选得到的阳性率最高。包被
抗原的浓度对筛选的阳性率没有明显影响, 用 10 mg /L抗原
竞争洗脱 60 m in, 可得到较高的阳性率。结论: 噬菌体抗体
库的筛选是一个非常复杂的过程, 其中的各个条件之间有着
密切的联系, 应该根据具体情况进行调整。
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1. 1 材料  E. coli TG1、质粒载体 pCANTAB-5E、辅助噬菌体
M13K07及 HRP标记的羊抗 M 13抗体 , 均购自 Pharm ac ia公
司。筛选用抗原为本实验室自行表达纯化的戊肝病毒表面颗
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粒蛋白 NE2[ 3]。天然人源噬菌体抗体库自行构建。检测用已
包被抗原 NE2的板条、不相关抗原 sAg的板条及封闭液板条
(不含抗原 )以及 HRP底物 (联苯胺 )显色液 , 均由北京万泰
生物技术公司提供。
1. 2 方法
1. 2. 1 噬菌体抗体的制备  在自行构建的天然人源噬菌体
抗体库中, 针对 NE2蛋白筛选而得到 2株特异性噬菌体抗体




单个克隆于含 6 mL 2 @ YT-AG培养基的试管中, 于 37e 培养
6 h, 加入辅助噬菌体 M 13K07, 于 37e 再培养 1 h。离心收集
菌体, 加 6 mL 2 @ YT-AK重悬后, 于 25e 培养过夜。离心取
上清以 PEG /NaC l进行沉淀, 再用 TE重悬沉淀, 即得到噬菌
体抗体。
1. 2. 2 抗原、抗体结合时间的选择  在包被 1 Lg NE2的
ELISA板孔中, 分别加入抗 NE2的噬菌体抗体 ( H 50和 H 52)
及 15株非特异性的噬菌体抗体, 结合时间分别为 1、10、20、
30、45 m in及 1、1. 5、2 h。用 PBST洗涤 5次后, 加入 1B5 000
HRP-羊抗 M13抗体, 再以 PBST洗涤 5次, 加 HRP底物显色
液显色并终止后, 于波长 450 /620 nm测定 A 值。
1. 2. 3 洗涤条件的选择  在包被 1 Lg NE2的 ELISA板孔
中, 分别加入上述类型的噬菌体抗体, 反应 2 h后, 采用不同
洗涤条件进行洗涤, 即以 PBST洗 5次, 以 PBS和 PBST各洗
5次, 以 PBS洗 5次后再以 PBST洗 10次, 以 PBS和 PBST各
洗 10次, 之后同上进行噬菌体抗体的 ELISA检测。
1. 2. 4 缓冲液的 pH的选择  在包被 1 Lg NE2的 ELISA板
孔中, 分别加入上述类型的噬菌体抗体, 于 37e 温育 2 h。分
别采用 pH 3、4、5、6的醋酸 /醋酸钠缓冲液洗涤 10 m in后,
同上进行噬菌体抗体的 EL ISA检测。
1. 2. 5 抗原包被浓度对筛选结果的影响  用浓度分别为 1、
2、4、6及 8 m g /L的 NE2抗原包板, 加入 100LL混合的噬菌
体抗体, 于 37e 温育 2 h。然后以 PBST和 PBS各洗板 20次,
加入 100 LL E. co li TG1, 37e 温育 1 h。然后稀释 105后涂
板, 置 30e 培养过夜。从不同筛选条件所得的平板上各挑 96
个单菌落, 进行噬菌体抗体的竞争 ELISA检测。
1. 2. 6 洗涤次数和 pH 对筛选结果的影响  在包被 1Lg NE2
的 ELISA板孔中, 加入 100LL混合的噬菌体抗体, 于 37e 温
育 2 h。然后一组采用 PBST和 PBS缓冲液进行洗板, 分别以
PBST 5次, 以 PBST和 PBS各 5次; 以 PBST和 PBS各 10次,
以 PBST和 PBS各 15次, 以 PBST和 PBS各 20次; 另一组采
用 pH分别为 2、3、4、5和 6的醋酸 /醋酸钠缓冲液进行洗板,
每次加入板孔中静置 10 m in, 扣干, 重复 3次, 最后再用 PBS
洗涤 3次。两组洗涤后均将孔板扣干, 加入 100 LL E. coli
TG1混合, 于 37e 温育 1 h, 然后做 105稀释分别涂板, 置
30e 培养过夜。从上述两组共 10种条件筛选后所涂的板中,
各挑 96个单菌落, 进行噬菌体抗体的竞争 ELISA检测。
1. 2. 7 抗原竞争洗脱法中抗原浓度及竞争时间对筛选结果
的影响  在包被 1 Lg NE2的 EL ISA板孔中, 每孔加入 100LL
混合的噬菌体抗体, 于 37e 温育 2 h。以 PBST洗板 5次, 分
别加入 100 LL浓度为 1、2、5、10 m g /L的抗原溶液, 然后分
别在 30 m in、45 m in及 1 h时, 吸出抗原和噬菌体抗体混合
液, 与 100LL E. coli TG1混合, 于 37e 温育 1 h, 然后做 105
稀释分别涂板, 置 30e 培养过夜。从上述交叉共 12种条件
筛选后所涂的板中, 各挑 96个单菌落, 进行噬菌体抗体竞争
ELISA检测。
1. 2. 8 噬菌体抗体的竞争 ELISA法检测  噬菌体抗体上清
与等体积 M PBS (含 40 mL /L牛奶的 PBS )混合, 室温静置
30 m in。同样, 将样品与等体积含 10 mg /L NE2抗原的 MPBS
混合, 室温静置 30 m in。各取 100LL加入到包被 NE2抗原的
板中反应 1 h, 以 PBST洗涤 5次。加入 1B5 000 HRP-羊抗
M13抗体, 于 37e 孵育 1 h; 同上洗涤后, 加 HRP底物显色液
显色 15 m in, 以 2 m ol/L H2 SO4终止反应后, 于波长 450/620
nm测定 A值。抗原竞争达到 50%以上的克隆视为阳性, 即
有抗原竞争的 A值为无抗原竞争的 A值 50%以下的克隆即为
阳性。
2 结果
2. 1 噬菌体抗体与 NE2抗原的结合  在包被了 NE2的
ELISA板中, 分别加入各种类型的噬菌体抗体, 测定 NE2抗
原与噬菌体抗体结合的时间。由表 1可知, 随着温育时间的
延长, 结合的噬菌体抗体的量逐渐增加。其中阳性噬菌体克
隆 H 50、H 52与 NE2结合的速度很快, 1 m in时 A值就分别达
到 1. 243和 0. 726。H 89、NE60及 NE61与 NE2的结合也较
快, NE60在 10 m in时, 即与阳性噬菌体克隆的结合不相上
下, 而 H 89和 NE61噬菌体抗体需 1 h以上才能与阳性噬菌体
克隆 H 50、H 52有相近的 A值。
表 1 噬菌体抗体与 NE2抗原结合的时间依赖性
Tab 1 T im e dependence o f bind ing o f phage antibodies to NE2
(A 450/620 va lue)
Phage
ant ibody
B inding time (m in)
1 10 20 30 45 60 90 120
A 36 0. 025 0. 143 0. 39 0. 467 0. 856 1. 117 2. 154 2. 795
H50 1. 243 1. 283 1. 947 2. 637 3. 073 3. 148 3. 177 3. 169
H52 0. 726 0. 708 1. 157 1. 667 1. 866 1. 925 2. 670 2. 965
H59 0. 079 0. 157 0. 230 0. 492 0. 480 0. 723 0. 701 1. 040
H85 0. 029 0. 089 0. 226 0. 469 0. 607 1. 071 1. 252 2. 002
H87 0. 062 0. 122 0. 185 0. 246 0. 352 0. 407 0. 741 0. 937
H88 0. 051 0. 089 0. 282 0. 371 0. 406 0. 935 0. 890 1. 159
H89 0. 055 0. 214 0. 836 1. 024 1. 561 1. 653 2. 403 2. 500
H94 0. 090 0. 173 0. 202 0. 283 0. 323 0. 448 0. 606 0. 757
H97 0. 085 0. 138 0. 249 0. 389 0. 484 0. 657 0. 763 1. 263
NE60 0. 113 0. 968 1. 617 2. 111 2. 565 2. 843 3. 264 3. 284
NE61 0. 028 0. 290 0. 719 1. 075 1. 647 1. 838 2. 177 3. 155
O 0. 041 0. 109 0. 387 0. 372 0. 705 0. 751 1. 393 2. 607
2 0. 028 0. 089 0. 116 0. 052 0. 082 0. 139 0. 199 0. 329
3 0. 174 0. 229 0. 268 0. 341 0. 486 0. 722 0. 843 1. 540
2. 2 PBS /PBST洗涤次数对筛选的影响  用单个的噬菌体
抗体分别与 NE2结合 2 h后, 用 PBS /PBST洗涤 5~ 20次。随
着洗涤次数的增加, 各种噬菌体抗体的 A 值都下降, 其中噬
菌体抗体 H 50、H 59、A36和 NE60的 A值下降幅度尤为显著
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(表 2)。将混合的噬菌体抗体库与 NE2结合 2 h后, 将洗涤
次数从 5次增加至 40次后, 分别感染 E. coli TG1, 用竞争
ELISA法检测阳性噬菌体克隆的比例。结果表明, 当洗涤次
数增加到 20~ 30次时, 筛选的阳性率逐步升高, 而洗涤达到
40次时, 阳性率则明显下降, 说明过多的洗涤可将特异性吸
附的噬菌体抗体洗脱下来, 反而影响筛选的效果 (图 1)。
表 2 洗涤次数对噬菌体抗体与抗原结合的影响




Wash ing t im es
5 10 15 20
A22 0. 410 0. 280 0. 247 0. 113
A36 1. 978 0. 554 0. 459 0. 263
H 50 3. 444 2. 314 0. 984 0. 718
H 52 3. 398 2. 408 2. 091 1. 707
H 59 3. 027 1. 305 0. 903 0. 762
H 85 1. 371 1. 019 0. 918 0. 918
H 87 1. 065 0. 542 0. 522 0. 542
H 88 1. 686 0. 862 0. 754 0. 708
H 94 0. 963 0. 283 0. 244 0. 121
H 97 0. 964 0. 709 0. 598 0. 535
NE 60 3. 093 1. 554 1. 267 0. 825
NE 61 0. 826 0. 538 0. 420 0. 210
O 1. 459 1. 096 0. 908 0. 336
2 0. 583 0. 493 0. 374 0. 306
3 1. 085 0. 444 0. 334 0. 241
图 1 洗涤次数对筛选的阳性率的影响
F ig 1 The effect o fw ashing tim es on the positive rate o f screen ing
2. 3 洗涤缓冲液 pH对筛选的影响  用单个的噬菌体抗体分
别与 NE2结合后, 用不同 pH 的洗涤缓冲液分别洗涤 3次。
结果表明, 随着洗涤缓冲液的 pH降低, 检测的 A值也降低。
阳性噬菌体克隆 H 50和 H52在以 pH 5或 pH 6的洗涤缓冲液
洗涤后, 仍然能检测到很高的 A值, 说明此种洗涤条件对抗
原抗体的解离影响不大; 而当洗涤缓冲液的 pH降低到 4或 3
时, 两种阳性噬菌体抗体也被大量的洗脱下来。此外, NE60
与 NE2的非特异结合能力很强, 用 pH 4~ 6的洗涤缓冲液洗
涤时, 对 A值几乎没有影响, pH 3的洗涤缓冲液的洗涤效果
也不佳 (表 3)。混合的噬菌体抗体库与 NE2结合后, 检测洗
涤缓冲液的 pH 对筛选阳性率的影响。结果表明, 洗涤缓冲
液的 pH 为 5时, 检测的阳性率最高, pH 为 6时次之, pH 为
3和 4时较低。因此, 用过酸性的缓冲液洗涤时, 不能将特异
性噬菌体抗体筛选出来。
2. 4 抗原竞争法中抗原浓度及静置时间对筛选阳性率的影
响  在包被了 1Lg NE2的 ELISA板中, 每孔加入 100 LL混
合的噬菌体抗体, 于 37e 温育 2 h。以 PBST洗涤后, 加入不
同浓度的抗原溶液, 分别静置 30、45、60 m in, 吸出噬菌体抗
体与抗原的混合液, 感染 E. coli TG1并铺板培养。各种抗原
浓度及静置时间筛选所铺的板中, 分别挑取单个菌落进行噬
菌体抗体的竞争 EL ISA法检测。图 2表明, 当抗原浓度为
1 mg /L时, 静置时间的延长对检出的阳性率没有影响; 而当
抗原浓度提高时, 随着静置时间的延长, 检出的阳性率呈上
升趋势, 其中抗原浓度为 10 mg /L时, 各静置时间的阳性率
均最高。
表 3 不同 pH 洗涤对噬菌体抗体与抗原结合的影响
Tab 3 The effection o f wash ing pH on the bind ing o f phage ant-i
body to antig en
Phage
an tibody
W ash ing tim es
6 5 4 3
A22 0. 137 0. 096 0. 080 0. 075
A36 1. 432 1. 259 0. 767 0. 369
H 50 3. 299 2. 924 0. 935 0. 200
H 52 3. 279 2. 604 0. 820 0. 217
H 59 2. 396 1. 623 1. 345 0. 909
H 85 0. 866 0. 582 0. 444 0. 227
H 87 1. 065 0. 45 0. 449 0. 360
H 88 1. 578 1. 146 0. 841 0. 500
H 94 0. 453 0. 36 0. 300 0. 229
H 97 0. 652 0. 473 0. 328 0. 216
NE60 2. 928 2. 922 2. 950 2. 288
NE61 1. 341 1. 292 1. 257 0. 530
O 1. 189 0. 875 0. 786 0. 392
2 0. 186 0. 164 0. 096 0. 099
3 0. 700 0. 661 0. 330 0. 200
图 2 抗原浓度及静置时间对筛选阳性率的影响
F ig 2 The e ffect of antigen concentra tion and placem ent tim e in
still state on positive ra te
2. 5 包被抗原的浓度对筛选阳性率的影响  用不同浓度的
NE2抗原包板, 各加入 100LL混合的噬菌体抗体, 于 37e 温
育 2 h后, 用 PBST和 PBS各洗板 20次, 感染 E. co li TG1。竞
争 ELISA法检测的结果表明, 包被抗原的浓度对筛选的阳性
率没有明显的影响。






阳性噬菌体抗体与 NE2抗原作用仅仅 1 m in, 就能达
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